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（虚血性腎障害後に生じる尿細管細胞のPDGF，B依存性再生における、
活性型S∬Ckh鮎eの発現と役割）
【田的】
腎虚血性障害は、急性尿細管壊死を生じ、急性腎不全の重要な原因となる。虚血性障害を
受けると、外側髄質外層に含まれる近位尿細管のS3部位が主に障害され、その後に尿細管
細胞の再壷が生じるが、この再生に様々な増殖園子が関与している。血小板由奉増殖因子B
（PD肝．B）が尿細管細胞の再生に重要な役割を果たしていることが報告されており、本研
究ではPDGF－Bの情報伝達に着目し、PDGF－B．の下流に存在する如kinaseがmGF－B依存
性に生じる尿細管細胞の再生において果たす役割について砲討した。実験に際し、活性化型
Smkh鮎eを特異的に検出する抗体を使用した。
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【方法（虚血l再潜流による腎不全モデルの作成）】・
ラツ‘トを開腹後、両側密動脈牽桔染し、体温を37℃に保ちながら、30分間虚血状態を維
持した。結崇を解除して腎臓喧血液を再准流させることにより、．虚血性腎障害による急性腎
不全モデルを作成した。所定の時間後に再開腹し、腎臓からリンゲル液を津流して脱血させ、
さらに固定液で濯流した後、腎臓を摘出して実験（We由m blot法、活性型SⅣkinase測定、
PDGf柁c甲加－b由のリン酸化の検札免疫組織化学）に用いた。
【結果および考察】
摘出腎の中の外側髄質外層に調当する部分を切りだし、タンパタ発現を調べると、正常腎
に比べ腎不全モデルにおいて活性型蝕℃kim料eの発現は有意に増加しており、再潜流後12時
間でピークに達し、その後減少した。PDGP－Bの受容体mGF rcc甲tOトも血への結合を阻害
するThpidilをラットに授与すると、腎不全モデルにおける括性型Src址laSeの発現の増加
は抑制された。馳kh貼eの括畦測定においても同様の結果を得、再潜流後12時間において、
活性は約3．7倍増加したが、これもT甲料址1の投与により抑制された。このSrckh睨の活性
化がPDGF－B依存性にPD研一ⅣPD肝托C甲tOFbetaの経路を介して生じていることを確認す
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るために、PD甲加叫0トも由のリン酸化を検討すると、再滞読後12時間において、リン酸
化は約‘3．7倍増加しており、Srckh舶eの活性測定とは嘩同様の結果を得た。・取坤誠1投与に
よりmGFreceptoトも血のリン酸化は減少したものの完章には抑制されなかったため、腎不
全モデルに見られるSrc肋鮎eの活性化は、部分的にPDGF－且／PDGFrec申掛b由の経路を介
しているが、他の増殖園子も関与している可能性が考えられた。
次に活性型SI℃khase‘の局在を免疫組織化学にて検討した。正常腎において活性型Smkin砧亡
は遠位尿細管、thi血aSCm血喝1血もの胞体に発現しており、集合管の胞体も弱く染色された。
糸球体や近位尿細管に有意な染色はなく、外側髄質外層の近位犀細管S3部位にも発現して
いなかった。しかし虚血・再潜流後には、障害を受けた近位尿細管S3部位に見られる扁平
化した細胞に括性型馳kimcの発現が観察された。この活性型Sl℃址鮎eの発現を示した
′
細胞は、同時にPDGFrec甲tOr・b血を発現していることが二重染色にて確認された。またこ
の細胞は細胞増殖のマ「カーであるpIO臆咄i喝Celln此le打咄短町伊CNA）も陽性となったこ
とより、虚血性障害を受けた近位尿細管S3部の細胞の再生性増殖において、PDGF＿B／PDGF
rec甲tOトb由の経路を介して括性型S柁kh鮎eが関与していると推察された。
PDGFB‘の阻害剤であるTmpidilを投与した腎不全モデルにおいて括性型Smkh鵡eの発現
を調べると、T軸i劇を投与しない場合の腎不全モデルと同様に障害を受けた近位尿細管‘＄3
部位の扁平化した細胞が染色されたがこその発鄭ま減萌していた。これは、前述した活性化
型Srckh地軸のタンパタ発現および酵素活性、PDGP脚甲tO止血のリン酎巳の検討において、
腎不全モデルで見られた各々の増加がTrapidil投与により抑制されたことと合致する結果で
あった。さらにThpidilを投与してPCFAの発現を検討すると、Trapidilを投与しない腎不
全モデルで観察された近位尿細管S3部位の陽性細胞の数が減少しており、組織所見からも
尿細管細胞の再生が抑制されることが確認された。またT軸idil投与により、血清cr由i血6
はさらに上昇しており、実際に腎不全が悪化していた。
【緒論】
‘虚血性腎障害後に生じる、PDGFB依存性の．尿細管細胞の再生に、PDGF．甜PDOF
柁C甲tOトb由の経路を介して活性型SI℃kh鵡eが関与している可能性が示唆された。
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本研究は、虚血性障害後の腎臓で生じる、血小板由来増殖因子B（PDGF－B）
依存性の尿細管細胞の再生において、PDGFLBの情報伝達の下流に存在する
と考え’られているSrckiIl貼eの括性化が閏与しているかを、腎虚血再湾流モ
デルを用いて検討したものである。その結果、活性化型Srckinaseのタンパ
タ発現および活性は腎虚血再潅流後の腎臓（外側髄質外層）において増加して
由り、括憧化型Src kinaseは障害を受けた部位の再生過程の細胞に、血小板
由来増殖因子受容体β（PDGFRrβ）と同時に発現していた。PDGF－B／PDGR－
β　axisを介した尿細管細胞の再生に、活性化型Srckinaseが関与している可
能性が示唆された。
本研究は、Srckinaseの括性化が尿細管細胞の再生に関与していることを実
証し、急性腎不全に対する新たな治療を開発する一助となる可能性を示したも
のである。従って、博士（医学）授与に価するものと判定した。
最終試験は平成15年8月27日に実施し、合格と判定した。
（平成止年．7月J日）
